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5 U.Z.: IT 697 19 ^ April 1978 

Case: 215-4 

KICfWA HAKKO KOGYO CO., LTD. 
To]kyo, Japan 


"Glycerinoxidase, Verfahren ihrer Herstellimg urid ihre 
Vervrenduiig zur quantitativen Glycerinbestiiniirung'' 

Prioritat: 19* April 1977> Japan, Nr. 44146/1977 


Patentanspruohe 


1* Glycerinoxidaso 

2. Glycerin oxidierendes Eazym, dadurch gekenn- 
zeichnet, daas es Glycerin in Gegenwart* von Bauer-^ 
stof f nnter Bildung Yon Waaserstof fperoxid nnd Glycerin- 
aldehyd oxidiert. 

3, Eazym nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass es durch Ziichtung eines MiJcro- 
organismus der Gattungen Aspergillus oder Neurospora 
liergestellt wprden ist* 
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4. Eozym nach Anspruch J^dadurch. gekenn- 
zeichnet, dass als Kikroorganismus Aspergillus 
japoaicus (FERM^P Ec. 3959, NRRL11102); Asper- 

gillus oxjzae Kr-65 (NRRL 11105), Aspergillus parasiticus 
KT^77 (KRHL men), Aspergillus flavus Kr-98 (NRRL 11105), 
Neurospora crassa inr-462 (FERM-P IJr. 3960, MBL 11106), 
Neurospora sitopliila (KRED 1126^) oder Neurospora 

tetraspenaa Kr-/t47 (ilSRD 11265) verwendet wordea ist, 

5* EozTia nacli Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass es ein Wolekulargowicht von 
mindestens JOO 000 atLfweist. 

6- Enzym nach Anspruch 2, gekennzeichnet durch 
ein Molekulargewicht von mindestens 30O 000, ein O^mpera- 
turoptinun voc etwa 30 bis 50**C, Stabilitat in wasarigen 
Medien in pH-3ereich von 5,0 bis 8,0 und Inaktivitat in 
wassrigen Xelie^ nach 30-minutiger Behandlung bei Tempera- 
turen von 50 bis 60^C, 

7- Vprfahren zur Hersfcellung von Glycorinoxidasa gemass 
Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, 
dass man einen Mikroorganismus der Gattuogen Aspergillus 
Oder Neurospora, der zur Bildung dieses Eiizyms fahig ist, 
in einem Nahxmedium ziichtet und das Enzym aus der Kultur- 
briihe isoliert. 

8, Varfahren nach Anspruch 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das Nohnaedium 0,1 bis 5 g/dl 
Glycerin enthalt. 

9. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das Nahrmedium zu Beginn der ZCichtung 
einen pH-Vert von 6 bis 8 aufwelst und die Ziichtung untor 
Riihren 50 bis 72 Stunden bei Teinperaturen von 20 bis W^O 
durchgefuhxt vriLrd. 
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1 10* Verfahrea nach Anspruch. 7|dadurch gekenn- 

zeichnet, dass man als Mitooorganiemus Aspergillus 
Japonicus (PERM-P Nr, 5959, KHRL 11102), Asper- 

gillus oryzae (NRRL 11103), Asperg:illus parasiticus 

5 KT-77 (NRH, 1110^), Aspergillus flavus KT-gS 0^^^ 11105), 

Neurospora crassa (FERM-P Hr. 5960, NHHL 11106), 

Neurospora sitophila (NRRL 112S4) oder Neurospora 

tetrasperma KY-^J^*-? (KREL 11265) verwendet. 

10 11. Veruendung von Glycerinoxidase nach. Aaspruch 2 aur 
quantitativen Bestinanung von Glycerin in Losung, 
dadurch gekennzeichnet, dass man das 
Glycerin in Gegenvart von Sauerstoff rait Glycerinoxidase 
vnnsetzt und die verbraucbte Sauerstoffmenge oder die 

t5 Henge an. iic wassrigen Wedium durch die Einwirkung der 

Glycerinoxidase gebildetem Vasserstoffperoxid oder 
GlycerirLaldebyd raissb, wobei die jeweiligen Hengen ein 
Mass fiir die Glycerinkonzentration in der Losung eind. 

20 12, Ausfuhrungsform nach Anspruch 11, dadurch 

gekennzeiclinet, dass man das gebildete 
Vasserstoffperoxid quantitativ "beGtimiat , indem man es 
in Gegenwart von Peroxidase mit ^-Amiaoantipyrin und 
Phenol unter Bildung eines Cbinoniminpigments , das 

25 quantitativ durch Messen der optischen Dichte der 

Reaktionslosung bei 500 nm bestimnt wird, ninsetzt. 

15. Ausfuhrungsform nach Anspruch 11, dadurch 

gokennz eichnet, dass der gebildete Gly- 
30 cerinaldehyd mit 2,^Dinitrophenylhydrazin umgesetzt 

wird iind das gebildete 2,4-Dinitrophenylhydrazon color!- 
metrisch quantitativ bestimmt wird* 

14. Ausfuhrungsform nach Anspruch 11, dadurch 
35 gekennzeichnet, dass die verbrauchte Sauer- 

stoffmenge mittels einer Sauerstoffelektrode und einem 
Warburg-Manometer bestimmt wird- 
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Case: 213--^ 

KYOVA HAKKO KOGYO CO. , LUD. 
Tokyo, Japan 


10 


"Glycerinoxidase, Verlahxen zn ihrer HorBtelluug und ihre 
Verwendung zur cuantitativen Glycerinbestimraimg** 


Die Erfindung betrifft den ia deu Anspruchen gekemzeicliiieten 
* Gegenstand. 

Das errindun^sgemasse Glycerin oxidierende Eazym wird als 
''Glycerinoxidase" bezeichnet. AuTgrtind zahlreicher enzyma- 
tischer Untersuchungea uxxtev Verwendung von verschiedenen 
nikroorganismea der Gattungen Aspergillus und Neurospora 
wurde errindungsgemaBs festgestellt, dasB in der Kulturbriiha 
von Hikroorgazxismen, wie Aspergillus japonicus Kr-45 uud 
Kenrospora crassa ein Eozym zu finden ist, das 

selektiv Glycerin oxLdiert. 

Obgleich fur ein dorartiges Enzym bishor ein Bediirfnis 
bestanden hat, stand es bisher nicht zur Verfiigung. 
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Pas exrfindungsgemasse Eazym weist folgende enzymologischen 
wad phyaiko-chemisclieii Eigenschaf tea auf : 

, 0) Virkunp ; 

Die erfindiingsgemasse Glycerinoxidase oxidiert Glycerin 
unter Verbraucli voa Sauerstoff und untor Bildung von 
Vasserstoffperoxid xmd Glycerinaldehyd. 

(2) Substratspezifitat 

Das erfindungsgcmasse ihzjm reagiert spezifisch mit 
Glycerin* 

(3) pH"Optimun und stabiler pH^Bereicli 

(3>1) T>H-ODtiin\xm 

Durch Mikroorganismen der Gattung 
Aspergillus gebildete Glycerinoxidase 
. (nachstehend als "Eazym der Gattung 
Aspergillus" bezeichnet) pH-Wert 7 bis B 

Glycerinoxidase, gebildet durcti 

Mikroorganismen der Gattung 

Neurospora (nachstehend als "Enzym 

der Gattujig Neurospora" bezeichnet) pH-Bereich 8,0 

bis 8,5 

(3,2) Stabiler pH-Bereich 

Enzym der Gattung Aspergillus pH-Bereich 5,0 

bis 8,0 

Enzyia der Gattung Neurospora . pH-Wert 5,0 

bis 8,0 

(4) Verrahren zur Bestimmunp; der JSnzymaktivitat 

Die Enzymaktivitat wird in Einheiten angegeben. Unter 
"1 Einlieit" ist die Enzymaktivitat zu verstehen, die 
1 /x Mol Glycerin bei 37°C in Gegenwart von Saueretofr 
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innerhalb 1 Minute zersetzt. Die Bestimmung der Eazym- 
aktivitat wird f olgendermassen durchgefiihrt : 
Glycerin wird unter Ruhren mit Glycerinoxidase umgesetzt, 
wo'bsi V/asserstoffperoxid gebildet wird. Pas erhaltene 
Wasserstoffperoxid wird in Gegenwart von Peroxidase 
mit 4-Aininoantipyriu und Phenol umgesetzt, wobei ein 
Chinoniminpigment entsteht. Die optische Dichte des 
erhaltenea Chinoniminpigments bei 5CX) nm wird zur Be- 
stimmung der Wenge an gebildeteia Wasserstoffperoxid gemes- 
sen, Dadurch wird die Enzymaktivitat bestlmmt (dieses 
Verf aliren wird nachstehend als "4-AA-7erf£ibren" be- 
zeichnet). 

Die spezifiscbe Aktivitiit ist definiert durcb die Anzahl 
der Enzyme iiiiiai ten pro 1 mg Protein. Die ITenge des 
Enzymproteins vird gemass dem. Lowry-Verf ahren unter 
Verweadung elres Kuprer-Polin-Reagena bestimmt; vgl. 
O.H. Lo'^fry, IT.J, Rosebrough, A»L. Faxr und R.J. Randall, 
J, Biol. Chem., Bd. 19? (1951), 265. 

(5) Temoeraturootimujn der enzymatischen Wirkung: 

Enzym der Gattung Aspergillus etwa 40**G 

Enzym der Gattung Neurospora 40 bis 4.5*»C 

(6) Einfluss von Temperatur und pH-Vert auT die Enzymin-* 
aktivierupp: 

(6.1) Temperatur 

Das Enzym der Gattung Aspergillus wird durch 
50-minutige Behandlimg bei 45^*0 zu etwa 60 Prozent 
und durch 50-minutige Behandlxing bei 60*'C im 
wesentlichen vollstandig inaktiviert. 

Das Enzym der Gattung Neurospora wird durch 30-minutige 
Behandlung bei 25°C zu etwa 50 Prozent und durch JO- 
minutige Behandlung bei 50''C im wesentlichen vollstandig 
inaktiviert. 
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(6>2) x>H-Vert 

Dae Eazym der Gattung Aspergillus wird dxirch 
50-miiiutige Behandlung bsi einem pH-Vert obeis- 
halb von 10 oder unterhalb von 4- inaktiviert. 

Das Eazyia der Gattung Neurospora wird ebenfalls 
"bei den vorgenannten pH-Werten inaktiviert. 

(7) Hemmunp:, AJctivieruQK und Stabilisierung 

C7.1) HemrounK 

Die Hemmung des Eazyms ohne Zusatz von Inliibitor 
wird als "100 gesetzt. In Tabelle I cind die enzy- 
' matisclien JLktivitaten in Gegenwart von ver- 
schiedencn Jnhibitoren in einer Konzentration 
von 1 millimolar angegeben. Die Aktivitaten werden 
gemass dem 4-AA-Verfahren gemcssen, wobei rait 
Hilfe de6 entstandonen H2O2 ein ^-Aminoantipyrin- 
Pigment system gebildet wird. 


Tabelle I 


Eazym Eozym der Eazym der 

• Gattung Gattung 
Inhibitor^\^ Aspergillus Neurospora 


ohne . 100 100 

AgKOj 30 

HgCl^ 20 25 

FbCCHjCOO)^ 15 

CuSO^ 10 20 

ZnSO^ ' - 23 

PeSOj^ - 0 

NaN J 20 

0-Fhenanthrolin 90 - 
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a,a'-Dlpyridyl 

85 


PCHB (p-Chloimercuribenzoat) 

50 

108 

N-Ethylmaleimid 

100 


NHgOH-HCl 

0 

0 

8-Bydroxychiiiolin 

90 


D i e thy Idi thioc arbamat 

35 

20 

Neocuproin 

too 


Jodacetat 


100 

Cyetein 


60 

Dithiothreit 

100 


EDTA 

105 

.80 


(7*2) Aktivierun^ 

Es ist keine speziell zur Aktivierung geeigueta 
Verbindung bekarmt, 

Das Enzym der Gatirung Aspergillus lasst sich durch 
Zusatz von 0,1 bis 1,0 millimolar eirxer Sulfhydryl- 
verbindaag, wie Mercaptoethanol tmd Dithiothreit, 
stabilisieren. 

(8) ReirdKimKsverfahren 

Die Eeinigung kann gemass lolgenden iiblichen Verfahren 
durchgefuhrt werden: 

(1) Jtaktionierende Fallung nit Ammonitunsulf at ; 

(2) SaulenchromatograpM.8 an DEAE-Cellxilose ; 

(3) Molekularsiebfraktioniening unter Varweudimg von 
dreidiznensional verzxetztem Dextran (Sephadex); 

(^) Saulenchroinatographie an Hydro^cyapatit; 
(5) Gefriertrocknimg der aktiven Fraktionen. 
Diese Verfahren sind nachatehend naher erlautert, 

(9) Holekularffewicht 
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1 Das Molekulaxgewicht des erfindungsgemassen Eozyms wird 

durch GeXchromatographie an einer mit dreidimensional 
vernetztem Dextran (Sephadex G-200) gepackten Saule 
"bestimmt. Ea ergibt sicli fiir das Enzyia der Gattung 

5 Aspergillus eia Wolokulargewicht von mindestens 500 000. 

(10) Bjx stall slrroktrur mod Elemeataranalyse 

Eine Kristallisation des En^yms konnte bisher nicht 
erreicht warden, Eine Elementaranalyse wurde nicht 
10 diU7<^efuhrt, 

Aus den vorstehenden Eigoaschaften ergibt sich, dass es eich 
beim erfindungBgemassen Eazym \m das neue Eazym Glycerin- 
oxidase handelt. 

15 

Die erfindnngsgemasse Glycerinoxidase lasst sich durch Zuchtung 
von Hikroorganisaien, die zur Bildung von Glycerinoxidase fohig 
sind und zu den Gattungen Aspergillus Oder Nexirospora ge- 
horen, in einen Fahrraedium, das entsprechende Kohlenstoff- 
20 und Stickstoffquellon, anorganische Bestandteile und andere 
Fahrstoffe enthalt, erhaltan. Die Glycerinoxidase wird 
sodann aus der entstandenen Kultxirbruhe ge>ronnen» 

Es konnen beliebige Jtlikroorganismen verwendet werden, die 
25 zu den Gattungen Aspergillus oder Neurospora gehoren und 

die die Pahigkeit sjur Bildung von Glycerinoxidase aufweisen, 
Kachstehend sind- besonders bevorzugte Mikroorganismenstainme 
aufgefiihrt: 

Aspergillus japonicus (FERH-P Nr. 5959,. MRRL m02), 

30 Aspergillus oryzae (NRRL 11105), 

Aspergillus parasiticus KT-?? (IIRRL 1110^), 

Aspergillus flavus £1-98 (HHED 11105), 

JTewospora crassa KI-ASZ (FERM-P Nr. 5960, MSL 11106), 

Nevirospora sitophila Kr-445 (MRHL 11264) und 
35 Neurospora tetrasperma KY-447 (]^TRRL 11265) • 
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Die milcrobiologsichea Eigenschaften dieser Mikroorganismen 
sind in den nachstehend aufgefiDirten Literaturstellen 
beschrieben; 

Aspergillus japonicus: The genus Aspergillus: The Williams 

& ViUcins Co., Baltimore, 1955, 
S. 527-328 

Aspergillus oryzae: a*a,0. S. 370-575 
Aspergillus parasiticus: a. a. 0. S, 569-371 

Aspergillus flavus: a.a.O. S, 361-365 

Netirospora crassa: Conqparative Morphology of Fungi, 

McGraw-Hill Book Company, Inc», 
New York und London 1928, S, 227; 
Jour. Agr. Res., Bd. 5^ (1927), 
S. 1019-10^2 

Neurospora sitophila: a.a.O^ S. 225-227 

Keurospora tetrasperma: a.a.O. S. 227 

Im erfindungsgeinassen Verfahrea konnen beliebige synthetieche 
und natiirliche Medien verwendet werden, die die entsprechen-- 
den Kohlenstoff- und Stickstoff gtuellen xind anorganischen 
Beatandteile und anderen Nahrstof f e enthalten. 

Beispiele fiir Kohlenstoffquellen Bind Kohlenhydxate, wie 
Glucose und Nelasson, und Zuckeralkohole , wie Glycerin, 
Sorb it und Mannit, 

Beispiele fiir Stickstorrquellen sind Aaniuoniak, verschledene 
anorganische und organische Ammoniumverbindiuigen, wie 
Ammoniumchlorid, Ammonimsulfat, Ammoniumcarbonat , ABmonium- 
phosphat und Ainmonivunacetat , Stickstof f verblodungen , vie 
Hamstoff , und stickstof fhaltige organische Materialien, 
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1 vrie Pepton, Hefeextrakt, CaseirLbydrolysat , entfettete 
Sojabohnen und HydrolyseprodxiktB davon* 

Ala axLorganiscbe Bestandteile konnen Salze vpn Ketallen, 
5 wie Natriiun, Kali'um, Itangan, Magnesium, Calcium^ Kobalt, 
Mckel» Zink und KiipXer, aowie Salze der Chromsauxe, 
Scbxvefelsaure J Phosphorsaiire , Salpetersauro imd Salzsaure 
verwendet werden* 

10 Im erlindungsgemassen Verf ahren lasst sich Glycerinoxidase 
in "besonders hohen Ausbouten herstellen, wenix ein Glycerin- 
oxidase bildender Wikrooi^anisiims in einea Medium mit einem 
Gehalt an Glycerin gexiichtet wird. Beispielsweise ist die 
Prod'uktivitat an Glycerinoxidase , auBgedriickt als enzymati- 
eohe Aktivitat, bei Ziichtung in einem Medivoa mit einem 
Gehalt an Glycerin, 10- bie 100-fach hoher als bei Ziichtung 
des Mikroorganisnus in einem Medium mit einem Gehalt an 
1 g/dl Glucose, 1 g/dl Malzextrakt und 0,5 g/dl Hefeextrakt 
Oder in Czapock-Medinro* Vorzugsweise wird Glycerin in Mengen 

20 von 0,1 bis 5 K/<il dem MedLnm zugesetzt. 

Die Zuchtung wird im allgemeinen bei Temperaturen von 20 bis 
WC und vorzugsweiee bei 25 bis 35°C iind bei pH-Werten von 
6 bis 8, vorzugsweise bei etwa 7i dnrchgeriihrt. Eine be- 
25 trachtliche Menge an GlycerinoxidaBe bildet sich in der er- 
haltenen Kxalturbriihe , wenn die Ziichtung unter Schiitteln 
Oder tinter BelUftung vmd BeweEJung im Submersverfahren 30 
bis 72 Stunden unter den angegebenen Bedingungen durchgefiihrt 
wird. 

30 

Die in der Kulturbriihe angereicherte Glycerinoxidase lasst 
sich axif folgende Veise gewinnen: 

Glycerinoxidase wird im allgemeinen in den Mikroorganismon- 
zellen gebildet* Zur Gewinnung des Enzyms dus den Zellen 
35 verden die durch Filtration oder ZentriTugation der Kultur- 
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briihe nach Boendigung der Zuchtung erhaltenen miroorsanisinen. 
zellen ausreiclieiui nit Vasser Oder PuTferlSsung -.gewasclien. 
Anschliessend werden die MiJcroorganiBmenzellen in einer 
entsprechenden Menge an Puffer suspendiort und aufgebrochen. 
Das Aufbreohen der Zellen wlrd dvirch mecliaaiBche Zorkleine- 
rung vorgenommen, beispielsweise unter Verwendung folgender 
Voixiclxtungen ; 

Morser, Dyno-Miihle (Produkt der Piima Willy A. Bachof ea, 
Schvfeiz), Manton-Goulia, Prencli-Press, Fuse-Press und Ultra- 
Bchall-Zerkleine rungagerM t . 

Feste Materialien werden aus der erhaltenen Losung der aufge- 
brochenen Mikroorganiamenzellen durch Filtration oder Zentri- 
fugation entfemt. Anachliesaend wird die GlycorinoxLdase 
aus der Losung geaass Ublichen Verfahren zur Isolation von 
Eozymen gewonaec. Seispielsweise lassen sich Eazympulver 
durch (1) fraktio=ierende Fallung mit Ammoniumsulfat , 
(2) Saulenchromatograpliie an DEAE-CeUulose, (5) Molekular- 
siebfraktionierung an dreidimensional vernetztem Dextran 
(Sephadex), (4) Saulenchromatograpliie an E^ydroxyapatit und 
C5) Gefr-iertrocknen der aJctiren Praktionen erhaltea. Selljst- 
verstandlich konnen die eiozelnen Verfahxensstufen wiedsrholt 
werden. Gegebenenfalla konnen zusatzlich auch andere iibliche 
Heinigungsverf ahren angewendet werden. 

Pig. 1 zeigt den zeitlichen Verlauf der Sauerstoffaufnahme 
in einem Reaktionssyatem bei Umaetzung von Glycerinoxidase 
Bit Glycerin in Gegenwart von Saueratof f . ' Die Kurve A zeigt 
die Sauerstoffaufnahme in einem Zatalaae-freion Eeaktiona- 
system, wahrend die Kurve B die Sauerstoffaxifnahme in Gegen- 
wart von Katalaae wiedergibt. 

Pig. 2 zeigt die relativen Aktivitaten dea Eazyms der 
Gattung Aspergillus nach lO-minUtiger Inkubation bei 57''C 
und verschiedenen pH-Werten. 
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Pig. 5 zeigt die Eestaktivitaten des Eozyms der Gattung 
Aspergillus nach JO-miniltiger Bebandltmg bei 50^*0 und vei>- 
schiedenen pH-Werten. 

Fig;. ^ zeigt die relativen Alctiyitaten des Eazyms der Gattung 
Heurospora nach 10-minutiger Inkubation bei 37**C tmd ver- 
schiedenen pH-Verten. 

Pig. 5 zeigi; die Bestalctivitaten des Enzjms der Gattuiig 
Nexirospora nach JO-minUtiger -Behandlung bei 30*'C vjod. ver- 
schiedenen pH-Werten. 

Pig. G zexQt die Beziehung zwischen Reaktionszeit und der 
optischen Dichte bei 500 nia (Mass fur die Aktivitat des 
Eozyms). 

Pig. 7 zeigt die Aktivitaten des Eazyms der Gattung 
Aspergillus nach lO-minutiger Inkubation bei pH-Wert 8 und ^ 
ver schiedenen Temperaturen. 

Pig. 8 zeigt die Aktivitaten des Eazyms der Gattung Keuros- 
pora nach 10-niinutiger Inkubation bei pH-Vert 8 und ver- 
scliiedenen Temperaturen. 

Pig. 9 zeigt die Reetaktivitaten des Eazyms der Gattung 
Aspergillus nach 50-minutiger Behaixdlxmg bei pH-Wert 7 ^md 
verschiedenen Temp era tur en in 0,1 Ammoniumpuffer. 

Pig. 10 zeigt die Restaktivitaten des Eozyms der Gattxuag 
Neurospora nach 30-minutiger Behandlung bei pH-Vert 7 und 
verschiedenen Teraperaturen in 0,1 m AjranoniumpuTrer. 

Pig. 11 zeigt. die Beziehung zwischen Bubstxatkonzentration 
(Glycerin) und optischer Dichte der Reaktionslosungen bei 
500 nm (vgl. [Tabelle IV). 
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Die enzymologischea und physiko-cheuisclien Eigenschaf ten 
dar auf diese Veise erhaltenen Glycerinoxidase sirtd nach- 
stehend angegeberL^ Pabei werden als Glyceriuoxidase-Prapa-- 
rate die Produtte der Beispiele 1 ^lnd 2 VBrwendet^ 

1^ Wirlcunp: 

Das Efcizym oxidiert unter Verbrauch vou Sauerstofr und uater 
Bildung von Wasserstoffperoxld iiad Glycerinaldehyd Bpezifisch 
Glycerin. 

(a) Bestatip:iii}K der Bildunp: von VaBserstofrperoxLd 

(a)-1, Glycerinoxidase vird in Gegenwart von Sauerstoff 
iit Glycerin nmgesetzt. Anscblieseend wird das 
das SozTmsystem mit Peroxidase, Phenol nnd 4-Amino- 
antipyrin versetzt, wodurch sich Chinoniminpigment 
in Rea3ctionssystem bildet; bezniglich der Umsetzuiig 
von Vasserstoffperoxid mit Peroxidase, Phenol 
unc ^Aninoantipyrin vgl. Clin, Cham, , Bd. 20 
(1974), S. 1^70. 

(a)-2. Glycerinoxidase wird in Gegenwart von Sauerstoff 
und xmter Bildung von WaBserstoffperoxid mit 
Glycerin iimgesetzt. Zur Zersetzung des Vasserstoff-' 
peroxids wird Katalase zugesetzt* Anschliessend 
wird das Reaktionssystem nit Peroxidase, Phenol 
und 4-Aaiinoaatipyrin verse tzt, xm die gleiche 
Reaction, wie vorstehend erlautert, durchzxxfiihren* 
Im Reaktionssystem wird aber nicht das gleiche 
Chinoniminpigment gebildet. 

Ca)"3. Bei Anwesenheit von Katalase im durch Glycerin- 
oxidase in Gegenwart von Sauerstoff katalysierten 
Glycerin-QxLdationsaysteia einkt die Menge des 
aufgenoHunenen Sauerstoff s auf die Halfte. Diese 
Tatsache wird durch folgende experimentellen 
Befunde gestxitzt: 
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^ (a)-5-1. Healctionssystem A (ohne Katalase): 
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HeaRentien 

wassrige 0,01 m Glycerinlosung 0,5 ml 

0,1 m M^0H-IIH^G1-Pufi*er (nachstebend 
als "AmmoniimDUf fer" 'bezeichnet) 

(pH-Vert 8,0 5 • 1>0 ml 

wassrige Glycerinoxidaselosuiig 0,2 ml 

wassrige 2,^millimolare 4-Amiiio- 

antipyrinlosung 0,5 ml 

wassrige 42-iailliinolare Phenollosung 0,5 ml 

wassrige Peroxidaselosung 0,2 ml' 

Wasser 0,1 ml 


2 


15 ♦1:5^ Wol Glycerinoxidase mit elner spezifischeii 

Aktivitat von 50, erlialten gemass Beispiel 1; 
♦2: ProdUiTt der Sigma Corp., Y»St,A,, mit einem 

Gehal" an 200 ELnheiten, speziXische Aktivitat 1000. 

20 (a)-5-'2. Reaktionssystem B (mit Katalase): 

Reag:entieii 

wassrige 0,01 m Glycerinlosung 
0,1 m Ammoniimp-uff er (pH-Vert 8,0) 
^ wassrige GlycerinoxidaSBlosimg 

wassrige Katalaeelosung 
Vasser 


0,5 ml 
1,0 ml 
0,2 ml * 
1 ,0 ml 
0,5 ml 


*1: vgl, Reaktionssystem A; 

•J: Sigma Corp,, Y.St^A. , mit einem Gehalt an 100 
Katalaseeinheiten, spezifische Aktivitat 100- 

(a)-3-5» PurchTubrung der Heaktion 

35 
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■to Pall des Heaktionssysteos ohne latalase weixiea die 
Bestandteile gemass BealrtionsBystem A vermiBcht. Die 
Umsetzmig wird unter Kiihren bei 57^0 durchgefiihrt. 
Die HeDge der SuaerstoffauTnaUme wild ait einem Warbuxs- 
Manometer semeesen. Die Ergebnisse aind in Pig. 1 
zusammengestellt . 

la Pall des Systems mit einem Gehalt an Katalase werdea 
die Bestandteile dee Reaktionssystems B venaischt. Die 
Umsetzung wird bei 57»C durchgefuhrfc. In ahnlicher Veise 
vxrd die Sauerstofraufnabne gemessen. Die Ergebnisse 
sind in K.g. 1 zusaomengestellt, Aus Pig. 1 ergibt sioh 
dasa der Bauerstof frerbrauch in Abwesenheit von Katalase 
^,95;i Mol (Kurve A in Pig. 1) £^ 5,5 ^ ^ol Glycerin 
als Substrat betragt. 

In Anwese=i9it von i:atalase (Kurve B in Pig. 1) werden 
2,49^1 Moi Sauerstoff verbraucbt, was etwa der halben 
Mange von (A) entspricht. 

AuB den vorstebendea Abschnitten' (a)-1 , (.a)-.2 und (a)-5 
ergibt sich, dass das errindungsgemasse Eazym zvx Bildung 
von VasserBtoffperoxid in der lage iet. 

Die quantitative Bestimnrung des gebildeten Wasserstoff- 
peroxids wird durch quantitative Emittlung des gebildeten 
Chinoniminpigments vorgenommen. Dabei ergibt sich aufgrund 
der quantitativen Bestimung des gebildeten Wasserstoff- ' 
peroxids im Heaktionssystem A gemass dem 4-AA-Verfahren, 
dass4,92;i Mol Vasserstoffperoxid aus 5 ;u Hoi Glycerin ' 
gebildet worden sind. 

BestatigunK der Bildun^ ^n GlycerinalriBhyH 

(b)-1. Glycerinoiidase wird in Gegenwart von Sauerstoff 
mit Glycerin umgesetzt. Als fieaktionsprodukt wird 
Glycerinaldehyd identifiziert. 
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('b)-1-1-(1). ReaktionsloHUBS 

5 Tropten einer vassrigen Losung mit einem Gehalt 
an 50 mg/jnl Glycerin, 5 ^I^opf en einer I^Jsun^ mit 
einem Gehalt an 10 u/ml Glycerinoxidase in 0,02 m 
TtriLs-HCl-Puf f er md 1 Hbrc^pf en mit 14 000 u/ml 
Katadaae werden vereinigt. Die Eeaktion wird 
20 Stunden untex Schutteln bei 50**C dxircbgefiilirt, 

(bM-l-Ca), Kachweia 

Burch Bunnschichtchroinatograpliie lasst eich als 
Ptodulcfc in der HeajctionsloEung Glycerinaldelayd 
naohweisen^ der mit einer authentischen Probe ver- 
glichen wird» 

Als Diinnscbichtplatten werden ELeselgelplatten 0-607-25^ 
(E. Merck, Barnistadt), verwendet. Als LauJTmittel dient das 
LosungEmittelsystera 1 (Butanol:Es8iEsauxe:Vas8er » ^l-il:! 
(Toltunteile)) und das LoBungsmittelarysteiii 2 (Butanol:Pyridin; 
Wasser - 5:2:1,5 (Tolumteile)). 

Nacli der Chromatograplde werden droi verecMedene Eeaktionen 
axd der Platte durchgeriihrt: p-Anisidin-Salzsaure-Eeaktion, 
Per3odsavxe-Ben2;idin-Reaktion und 2,^Dinitrophenylhydrazin- 
Bea3ction, Die H^-Werto der ReaJctioneprodukte und die Parbungen 
der einielnen Plecken erweioen sich mit der authentischen 
Probe als identisch- Die Ergebnisse sind in ITabelle II 
suaammexigestellt • 
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IdeatifizieruBg der tei der DunaschlchtchroaatOKraphie 
erhalteneg BeaktionspTOdukte 
(B ^^Werte und Parbreaktionen) 


Parbreagens 

Probe 

Losiingsmittel- 
system 1 

Lo sungami 1 1 e 1- 
system 2 

p-lnisidin- 
Balzsaure- 
Eeagens 1) 

Glyc er inal dehyd 
(authentiBche 
Probe) 

a^-V/ert 0.67 
(braxm) 

0,76 
(braun) 

fieaJctionspro- 
dukt 

B^-Vert 0.67 
(braxm) 

0,77 ^ 
(braUBi) 

Perjod- 
saiure- 

Benzidine 

Beagens 2) 

Glycerinaldehyd 
(authentische 
Prcbe) 

B.-Vert 0,66 


Beaktionspro- 
dukt 

Rp-Vert 0,67 


2»4--Diiiitro- 

phergrl- 

hydrazin- 

Beagens 3) 

Glycerinaldehyd 
(authentiBche 
Probe) 

B^"Wert 0,67 
(oraugefarbea) 

0,77 

(orangef arben ) 

Beairtionspro- 
dukt 

B^-Wert 0,68 
(orange- 
farbexi) 

0,77 

(orangef arben) 


30 


Die Parbangaben ia Klammern beziehen sich axtf die Parbung 
der Plecken. Unter (+)* beim Perjodsaxire^eazidiii-Beagens ist 
ein veisser Plecken auf blauem Hiatergrund zu versteheu^ 


A™ e J^kunRen ; 

1) p-Anisidiu-Beagene: Beduktive Carbonylverbindungen, wie 
^ Zucker, reagieren mit p-Anieidin-Salzaaure unter Bildung 
von fur die d^weiligen Strukturen charakteristiechen 
Parbungen. 
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sidi diese Yerbindungen als weisse Flecken nachweisen, 

5 5) 2,4-Dinitropheiiylhydra2;in-Reagens: Car'boiiylverbindungea 
reagieren mit 2,VDinitrophen7ll)ydraziii unter Bildung 
von 2| ^Di ni.tropheiiylhydrazon und lassen B±ch als orarts©-- 
faxbene ?loc3cen nachweiaen, 

10 Wie Bxch. aus der vorstehenden Tabelle ergibt, verbalten sich 
die authentiBchen Glycerinaldel3grd-Probea in bezug auf die 
R^-Verte xmd bex den Faxbungsreaktionen voUkomnsen identisch 
mit den eingesetzten Realctionsprodxikten^ Badurch vfird bestatigt, 
dase bei der Umsetzxing von Glycerinoxidase mit Glycerin in 
Gegenwart von Sauerstoff Glycerinaldebyd entsteht» 

(b)-2» Die bei der ITmsetzung von Glycerinoxidase mit Glycerin 


Per Sauerstofrverbrauch des SyBtems bei TJmsetzuag von 
Glycerin in Gegenwart von Glycerinoxidase wird mit einer 
SauerstoXfelektrode und einem Warburg-Manometer gemessen, 
Es ergibt sich, dass die Sauerstoffaufnahme dar Menge des 
gebildeten Glycerinaldebyds entspricht^ 

(d) Eine quantitative Bestimmuiig der Menge an V/asserstoff- 
peroxid und Glycerinaldehyd sowie der Sauerstoffaufnahme 
wird gemass den vorstebend unter (a), (b) und (c) ange- 
gebenen Verfabren durcbgefubrt. Die erhaltenen Verto 


20 


in Gegenwart von SauerstofX gebildete Menge aa Glycerin- 
aldebyd ist fast aqiximolax zur verbrauchten Glycerin- 
menge* Dies wird durch Zueatz von 2,4-Dinitropheayl- 
hydrazin zum Eeaktionssystem mter anschliessender 
quanta tativor, colorimetrischer Bestimmung dee ge- 
bildeten 2,4-Dinit2X>phenylbydrazon6 bestatigt. 


25 


(c) Bestimmunff der Bauerstoffaufnahme 
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aiiid im Hinblick auT dlhre Stochiometrie plausibei. 

Die vorstehendea qualitativen und quantltatiren Versuchs- 
ergebnisse bestatigen, daas durch das erfiadungsgemasse 
EozyiB Glycerin unter Bildtmg von Wasserstoffperoxid und 
Glycerinaldehyd gemass nachstehender EeaktionBgLaichuag 
oxidiert wird. 


?H20H CH^OII 


^2 

CHOH ^ cHOIi + H_0 


2 2 


II. BubetratsoeziTitat 

Die relati-e iktivitat wird unter Terwendung von anderen 
Eubstraten in aquimolaren Mengen zum Glycerin iju Ver- 
fahren zur Messung der Afctlvitat gemaas den 4-AA-Ver- 
Xahren bestinait, 

Dia relativen Aktivitatea gegenilber anderen Substraten 
sind in Tabelle III zusammengestellt, wobei die AjctivitSt 
gegeaiiber Glycerin &leicli 100 gesetzt vdrd. 
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gabeUe III 


5 

Eozym 
Substrat . 

Enzym dex 
Aspergillus 

GairtuBg 
Bfeurospora 


Glycerin 

100 

100 


1,2-Propandlol 

^0,5 

0 


1 , 3-Propaiidiol 


0 

10 

1,3-Butandiol 

2,0 

0 


Gly c erdja"3-plio spho3>- 
eaure 

0,4 

21 



0,3 

0 


2,3-ButaMiol 

0,5 

0 


Efchanol 

0 

0 


n-Pxopanol 

0 

0 


Isopropanol 

0 

0 


20 HI, -pH-Optimum uad stabiler -pH-Bereich 

1, Das pH-0ptijnu3a des Enzyms der GattuBg Aspergillus liegft 
Im Bereich. von 7 bis 8, 

Die Aktivitaten werden nach lO-minutiger Inkubatiou bei 
^ 37*'C bei verscbiedenen pH-Verten gemesseu.- Die Ergebnisso 
sind in Pig* 2 dargestellt, 

2. Der stabile pH-Bereich des Eazyms der Gattung Aspergillus 
liegt bei 5»0 bis 8,0, 

30 

Die Eestaktivitaten werden nacb 30-ininutiger Behandlung 
bei 50**C und verschiedenen pH-Verten gemessen, vobei die 
uacbBtehend angegebonen Puffer verwendet werden. Die 
Ergebnisse Bind in Pig. 5 dargestellt. 

35 
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pH-Wert ^ bis 5: Acetatpuirer 
pK-Wert 6 bis 7: Tri8-HCl--Paff er 
pH-Vert 8 bis 9: Boratpuffer 

3. Das pH-Optimum des Eazyms der Gattung Neurospora lie^^ 
bei 8,0 bis 8,5. 

Die Akrtivitat wird nach lO-minutiger Inkubation boi 57'»C 
uod bei Tersciiiedeneii pH-Verten gemessaa. Die Ergeboisee 
Bind in Pig. 4 dargestellt. 

4, Der stabile pH-Bereicli des Enzyms der Gattnmg Neurospora 
liegfc bei 5 bis 8,0, Die Messimg wird gemass Abschnitt III-2 
durchgefuhrt. Die Ergebniese sind in Pig. J.dargestellt. 


IY> yerfahren zur BestimmunK der EnzTniaktivitat 
(a) Trinziv 

Die Bestimmung dor JEazymaictivitat wird d\irch Umsetzung 
20 des enzymatiach gebildeten Vasserstoffperoxids mit 

4-Ajninoantipyrin iind Phenol in Gegenwart von Per- 
oxidase durchgefiihrt. Dabei wird ein Chinoniminpignient 
erbalten, das quantltativ bestimint wird. 

25 Die nachstehenden Eea3ctionsgleichungen erlautem 

dieses Verfahren: 


foil cum 

I • Glycerin- I 

<j:HOir + oxidase • ^ CHOH + H^O^ (1) 

CH^OH CHO •. • I 


35 
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Die BeaJrtionBgleicliuns (2) er^tt eich im Prinzip auB 
C.C. Allain und mtaxb., Clin. CHem., Bd. 20 (197^), S.470.. 
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(b) Heap;eiitien 

(1) Bubstrat: wassrige 0,1 m Glycerinlosung 0,5 ml 

(2) PuTXer: 0,1 m AmmoniumpiLff er vom pH-- 

^ Wert 8 1,0 ml 

(5) 4-Aminoantipyridia; wassrige 2,4 milli^ 

molare Losung 0,5 ml 

10 (4) Phenol: 42 millimolar (wassrige Losung) 0,5 ml 

(5) waaarige FeroxidaBelosxing (Protein- 
menge 2 mg/nLl, spezifische Aktivltat 

'^OO) 0,1 ml 

(6) Vaaser 0,3 ml 

(7) wassrige Enzymlosung 0,1 ml 
Cc) Versuchsdurchfuhnmp; 

20 

Die Eeagentiea (1) bia (6) werden in einem Eeagenzglae 
vermischt und 5 Minuten bei 57«C geechuttelt, Anschlies- 
send wird die Eazyralosting zugesetzt. Das Gemisch wird 
sodann mit Ammoniionpurfer auf 3 ml attfgdtiillt* Die Urn- 
25 setzung wird 10 Minuten unter Schiitteln bei 57°C durchge- 
riihrt, Sodann wird das gleiche Yerfahren wiederholt, 
wobei zxm Vergleich anstelle der Versuchslosimg Vasser 
verwendet wird* Die optiache Dichte der Reaktionaloeung 
bei 500 nm wird gemeasen und der Unterschied ztir Ex>ntrolJL- 
losung (A CD) bestimmt. 


30 


(d) BerechnunK der EozTmalctivitat 

1 ELoheit Glycerinoxidaoe ist die Eoaiyimiienge , die 1^ Mol 
Glycerin bei 57*'0 innerlialb 1 Ilinute zersetzt. 


35 
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Der Aljeorptionskoeffizient von 0,5 millojaolarein Chiuon- 
iminpigment wtrd zu 5»55 angegeben (vgl, Glln. Chem, » 
Bd. 20 (i97^), 470), Somit laBst sicli dia gewunsclite 
Eazymafctivitat (A) pro 1 ml Enzymlosung nach f olgender 
Gleicliung bereclmen, wenn die optische Dichte (4 CED) 
bei 500 nm einer 5 ml Reaktionslosung gemass IV-(c) 
exmittelt ist: 

A'= a X — X 5 X 

. 5>55 10 

-a X 0,56 (EuJbeit en/ml) 

Pie Werte fiu? die optiscbe Dichte der RoaJctionsloBungen 
bei 500 nm (die ein Mass fur die Eozymaktivitat dar- 
Btellen) werden in AbhHngiskeit von der Heafctionszeit 
ermittelt. Die Srgebnisse sind in Pig. 6 dargestellt. 

Aus Fig. 6 erep-bt sicb, dass die optische Dichte bei 500 
nm proportional zur Hea3ctionszeit ist. * - ' 

Y> Optimaler gearperaturbereich filr die enzTxnatisohe Aktivitat 

1) Eozym der Gattunp: Asperprllltis 

Die enzyioatischen Aktivitaten nach 10-minutiger In- 
3cubation- bei pH-Veirt 8 nnd verschiedenen Teciperatirren 
."J^ Bind- in^yip. 7 dargestellt, pae Teraperaturoptimuni 
liegt bei etwa 40**C. 

2) Engym der Gattung Henrospora 

Die enzymatischea Aktivitaten nach. 10-minutiger in- 
kubation bei pH-Wert 8 und verschiedenen Temperaturen. 
Bind in Pig. 8 angegeben. Das Temp eratnr optimum liegt 
bei etva 35 bis 45'*C. 
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VI, Inaktivierung "bei Terschiedeneii t>H-Weii;en und ^Tenrperaturen 
Eliifluas des pH-Vert3 

Wie vorstehend unter III, in bezug axiX das pH-Optlxauia 
und den stabilen pH-Bareicli erlautert, wird das Eazym 
der Gattxmg Aspergillus bel pH-Werten unterhalb von 4- 
und oberhalb von 10 im wesentlichen zu 100 Prozent in- 
alctiviert. In ahnlicher Veise wird das Eazym der Gattung 
ITeurospora bei pH-Wertcn unterhalb von 4 und oberhalb von 
10 im wesentlichen zu 100 Prozent inaktivlert^ 

SlnflusB der Tenrperatur 

Die restliche Aktivitat nach JO-minutiger Woiaaebehandlung 
in 0,1 m Olris-HCl-Purfer beim pH-Vert 7,0 wird gemeseen. 

In Pig. 9 sind die Ergebnisae JCxir das Eazym der Gattung 
Aspergillus -^ind in Pig, 10 fur das Eazym der Gattung 
Neurospora azz^egeben. Das erstgenannte Enzym ist bei 
Temperaturen bis zu 40**C zu 100 Prozent stabil, wird abar 
bei 45**C zu etwa 60 Prozent inaktiviert. Das letztgenannte 
Eazym wird bei JO^C zu etwa 50 Prozent und bei 50*^0 zu 
etwa 100 Prozent inaktiviert. Das Eozym der Gattung 
Aspergillus wird durch Zusatz von 0,1 Hiillimolar Dithio- 
threit stabilisiert. Die thermische Bestandigkeit wird 
dadurch ebenfalls gesteigert (vgl. Pig, 9, aus der sich 
eine Btabilitat bis etwa 50^0 ergibt. 

Die erf indungsgemasae Glycerinoxidase lasst sich f iir die 
quantitative Bestiraaung von Glycerin vervenden. 

Polgende Yerfahren zxir quantitativen Glycerinbestimung 
sind erfindungegemass moglich: 

(a) Ifmsetzung von Glycerinoxidase mit Glycerin in Gegenwart 
von Sauerstoff und quantitative Bestimmung dee gebildeten 
Vafiser stof f pel^xids . 
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("b) Itasetzung des gemass (a) gebildeteu Glycerinaldehyds 
mi.t 2,A"I}initropbe2iylJbydrazin uad quantitative, colori- 
. metrische Bestimnning des erhaltenea a^A-^Dinitroplieijyl- 
hydrazons, was eine quantitative GlycerinbestiimnijQg 
ergibt. 

(c) Umsetzung von Glycerinoxidase mit Glycerin in Gegenvart 
von Sauerstoff und Ermittlung der SauerstorratLftohme des 
Systems, 

Die Prinzipien und die Verf aliren der BestiimungEciethoden 
(a),- C'b) und (c) sind im vorstekenden Absclinitt I er- 
lautert. Naclxstehend wird ein Beispiel riir die Bestiinmiings- 
metliode (a) zur quantitativen BestiBimung von Glycerin 
unter Wessung car Menge dee gebildeten VasseratofJt^er-* 
oxidB naher erlautert: 

Die optische Dichto von Eeaktionslosungen bei 500 nm 
wixd geraasa Abschnitt XV-Cc) ermittelt, vobei Losungen 
Bit einem Gehalt an O^^l mg Enzym mit einer spezifiscben 
Alctivitat von 5,2 pro ml Losung verwendet werden* Die 
Bubstratkonzentrationen (Glycerinkonzentrationen) dor 
Losungen gemass I7-(b) botragen 0,n, 0,2, 0,5, "^,0, 5*0 
und 10,0 fflillimolar* Die Ergebnisse sind in Tabelle IV 
z^usajamenge st ellt . 

ITabelle lY 


Bubstratkonzentration, millimolar 



0,1 

0.2 

0,5 

1,0 

5,0 

io,a 

optlBclie Dicnte 
"bei 500 nm . 

0,060 

0,121 

0,303 

0,605 

3,002 

5,998 
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Es lasst sich eine lineare Beziehung zwischen der 
Subs tratlconzentrat ion (Glycerinkonzeutration) vmd dor 
optisclien Dichte der LSsungea bei 500 ma Teststellen. 
Auf dieser Basis lasst sicb die Glyceriiilcoiizentratioa 
einer imbekannten Probe ermitteln. 


Somit kann die Glycerinkonzentration von Lo sunken unter 
Yerwendims von Glycerinoxidase gemessen werden. Ecfindungs- 
geraass wird also ein neues Verfahren und eine (Testkombi-- 
nation zur quantitativen Bestiamung von Glycerin und 
dessen Derivaten zur Verfiigung gestellt. 

lUr ein quantitative s VerXaliren zur Bestiamtung von Gly- 
cerin bestand ein Bediirfnis, insbesondere auf dem Gebiet 
der Biocheaie, Zur quantitativen Bestinmamg von Tri- 
glyceriden sind verschiedene Yerfahren bekannt, wobei die 
a?riglyceride in Serum unter Bildung von Glycerin und 
Fettsauren byirolysiert verden und das Glycerin beetimt 
wird^ 

Zur quantitativen chemiechen Bestinmiung von Glycerin 
stehen verachiedene VerXahren zur YerXugung, beiepiels- 
weise das Chronotropsaure-Yerrahren, das Acetylaceton- 
Verfahren, das Triazol-Verfahren, das Randrup-Verfahren 
und das Pluoreszenz verfahren gemaas Wendelsohn. Diese 
Yerfahren haben aber aUe den Kachteil, daes sie fur 
Glycerin nicht speziTiscli sind^ 

Ein bekanntes enzymatisches Yerfahren zur Glycerinbe- 
stiiranung verv'endet Glycerokinase (E.G. 2,7.1.50). Jedoch 
raues die Urcsetzung zusammen niit Pyruvatkinase (E.G. 2.7. 
1,40) und Lactatdehydrogenase (E.G. 1,1,1.27) durchge-- 
fiihrt werden. Biese Bestimmung iat somit sehr zeitauf- 
wendig \uid fiir grossere Probenzalilen ungeeignet. 
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Erfindungsgemass wurde f estgestellt, dass die Glycerin- 
oxidase Glycerin direkt iinter stochiometrischer Bildung 
von Wasserstoff^eroxid oxidiert. Das erhaltene Vaseer- 
stofXperoxld lasst aich leicht in ein gefarbtes System 
uberfuhren^ so dass eine qusuititative Besti mimmg von 
Glycerin und somit eine quantitative Beatinnaung von 0?ri- 
glyceriden sehr einfacli und speaifiscli aufgrund einer 
colorimetrischen quantitativen Bestimmung durcbgefuhrt 
werden kann* 

Die Beispiele erlautern die Erfindung. 

•Beispiel 1 
300 ml Ansnichtmedium mit einem Getialt an 10 g/Liter 
Glycerin, 10 gAiter Malzexferakt und 5 gAiter Eef eextrakt 
(pH-Vert vor der Sterilisation 6»2) werden in einem 2 Liter 
Xassenden Erleraeyerlcolben mit Aspergillus aaponicus 
(ATCC 1042, mSL 11102, PJEKl-P Nr, 3959) beijnpft und 48 
Btunden unter Schiitteln bei 30**C gezuchtet. 900 ml (ent- 
sprechend 5 Kolben) der erbaltenen Inzuchtkultur werden 
auf 15 later des gleichen Mediums, das sich in einem 50 
Liter fassenden Fementer beTindet, liberimpft und unter 
Beliiftung (15 Liter/min) und xinter Eubren (250 U/min) 40 
Stunden bei 50**C gezuchtet, ITach der Ziichtung wird die 
erhaltene Kulturbriihe abgenutscbt. Der Jilterkuclien wird 
mit Vasser gewascben. Man erhalt 150 g (toockengewicht) 
HiJcroorgani Bmenzellen, 

Diese Mikroorganiemenzellen werden in 5 Liter 10 millimo- 
larem Ammoniuiapuff er vom pH-Vert 8,0 suspendiert und in 
einer Dyno-Muble (Willy A* Bachofen, Schweia) aufgebrocben, 
Kacb dem Aufbrechen wird die Suspension imter Vorwendung 
einer Gefrierzentrifuge 20 Minuten bei 20 000 g zentri- 
rugiert. Man erhalt 4,7 Liter tiberstand mit einem Protein- 
gehalt von 51 g und einer spezifiscben Aktivitat von 0,05 
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Kinheiten/mg. Dieser Uberstand wird xait Ammoniuiasulfat 
versetzt. Die bei einer Ajnmoniitmsulfatsattigimg von JO 
bis 70 Prozent ausgef alltea Fraktionen werden gesaimelt 
und in 50 ml 10 millimolarem Ammoniumpiiffer Tom pH-Vert 
8,0 gelost. Die erhaltene Loaung wird gegen 10 Liter 10 
miHimolarem Ammoniumpuffer dialysiort^ wobei ein Dialyse- 
schlauch aus regenerierter Cellulose (Cellophan) ver-- 
wendet. wixd. 

Die Dialyse wird ^8 Stunden bei einer GeBamtmenge von 40 
Liter Dialyselosung fortgesetzt, wobei Jeweile nach 12 
Stunden die Dialyselosung ausgetauscht wird. Die dialysierte 
Eazymlosung wird uber eine mit DEA.E-Cellulose (Serva Co.) 
gepackte Saule der Abmeasiingen 5»5 x ^ cm gegeben. Diese 
Saule let vorher mit 10 nilllmolarem AmmoaiunjmJtf er vom 
pH-Vert 8,0 aquilibriert worden. Das dabei adeorbierte 
Enzym wird nit dea genannten Puffer gewaschen, um nicht 
adsorbierto i?r::reinverunreinigungen auszuwasohen. Zur 
Hution wird ein linearer 0,1 bis 0,2 m Amoniuizisuirat- 
gradient in 2 Liter 10 millimolarem Ammoniumpuff er vom 
pH-Vert 8,0 verwendet. Dabei wird die GlycerinoxLdase 
eluiert. 500 ml alctive Fralrtionen mit einem Proteingebalt 
von 1,2 g und einer Epezifischen Aktivitat von 1,1 ^warden 
gewonnen. Dieses Produlct wird bis zu einer iSattigung von 
70 Prozent mit Ammoniumsulfat versetzt. Bei dem gebildeten 
Miederechlag handelt es sich um daa gewunsclite Enzym. 

Der Mederschlag ^fird durch 2O-minatig0 Zentrif ugation bei 
20 000 g gesaaaelt und in 50 ml 10 millimolarem Ammonium- 
ptxffer vom pH-Vert 8,0 gelost. Die Losung wird Uber eine 
mit dreidimensional veraetztem, zur Celchromatographie 
geelgneten Dextran (Sepbadex G-100) gepackte Baule der 
AbmoBBungen 5,5 x 80 cm gegeben. Die Saule ist vorher 
mit 10 millimolarem Ammoniumpuff er vom pH-Wort 8,0 Aquili- 
briert worden. 1 Liter 10 millimolarer Ammoniumpuff er vom 
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pH-Verfc 8,0 werden zux ELutioa uber die Saule gegeben. 
Man erhalt eine 500 ml-Praktriou von hober speziTisclier 
Alrtivitat (Proteingehalt 510 mg, spezifisciie Aktivitat 
5, 2)* Diese EraJction vird bis zu einer Sattigung von 70 
Prozent mit AmmonituaBulfat versetzt. Das ausgefallte 
Enzyn wird durcb ZOHainiitige Zentrifugation boi 20 000 g 
gewonnen und Bodann in 20 lal 10 milliniolaxem ' Ammonium- 
pxiffer vom pH-Wert 8,0 gelost. Die erhaltene Losirng vird 
24 Stunden gegen 5 Liter 10 millimolarem Ammonitnripixff er 
vom pH-Vert 8,0 dialysiert, wobei ein DialyseBcblaucb aus 
regenerierter Cellnlose (Cellophan) vervrendot wird xmd 
die Dialyselosimg 2 mal ausgetauscht wird^ Die nach der 
Dialyse erhaltene Eozymlosung wird iiber etne mit ^droxyl- 
apatit gepackte Saule der Abmessungen 5>5 20 cm gegeben, 
die vorber mit 10 millimolairem Ammoniuinpufrer vom pH-Vert 
8,0 aqoilibz^iert; worden ist. ?erner werden 250 ml dieser 
Puff erlo sung iiber die Saule gegeben* Das KLuat wird 
fraktioniert. ?raktionen Bit einer spezifiscben Aktivitat 
von mehr als 20 verden gesammelt und gefriergetrocknet^ 
KaJi erbalt 10,2 mg gereinigtes, pulverformiges Enzymprrl- 
parat* Es bandelt sich um GlycerinoxidaBe mit einer spezifi 
scben Aktivitat von 50,2. Die spezifiscbe Aktivitat des 
gereinigten Eazyms ist 610 mal grosser als die dee Zell- 
extrakts. Die Ausbeute betragt 19 Prozent, bezogen auf 
die Aktivitat^ 

Beispiel2 
Anstelle des in Beispiel 1 verwendeten Kikroorganismus 
Aspergillus japonicus vird Neurospora crassa 

(HEEL 11106, ?Iiai-P Hr. 3960) auf 2 Liter fassende Erlen- 
meyerkolben iiberimpft, die 10 g/Liter Glycerin, no g/14ter 
Halzextrakt und 5 gA'iter Eefeextrakt entbalten. 
Die Ziicbtvmg wird gemass Beispiel 1 unter ScbUtteln W 
Stunden bei 30**C durcbgefiibrt. 
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Dxe erhalteno SulturbiriUie wird gemass Beispiel 1 extraMert 
und gereinigt. Man erhalt 1,1 mg gereinigtes Eazympra^ 
parat. Es haadelt sich m Glycerinoxidase mit einer speai^ 
fisclien Aktivitat von 14,1. Bezog^a auf die Aktivitat 
betragt die Ausbeute 10,5 Prozent. 

Beispi. el 3 
Die in Tabello T angegebenen Mikroorganismenstaime warden 
im Ver:rahren von Beispiel 1 anstelle von Aspergillus 
daponicus KY-A? verwendet. Die AJctivitaten der erhaltenen. 
Dberstande der ZellextraJcte sind ebenfalls in O^abello V 
angegeben. 

Tabelle Y 

■ ^ . ^^^ A3ctivltat (u/ Ttlte^) 

Aspergillus orT-sae EJ*65 imSL 1110?) 32,0 
Aspergillus paraaiticusKY-?? 

(1^ 11104) . 21,6 

Aspergillus flavue (I?HRD 11105) 10,8 

Neurospora sitophila Ky-445 (HEEt 11254) 32,5 
Naurospora tetraGperma (MHL 11255) 10,5 


Beispiel 4 

Ca) Rea^entien 


(1) Zu untereuchende losung: Vassxige 
Glycerinlosung von tmbekannter 
Konzentration 0,5 ml 

3Q (2) PuTXeri 0,1 m Ammoniuaipuffer vom 

pH-Vert 8 ^^0 ml 

(3) 2,4 millimolare wassrige 4-Aiaino- 
antipyrinlosung 0,5 ml 

(4) 42 millimolare Phenolloaung 0,5 ml 
35 (5) wUssrige PeroxLdaselo sung mit 

einem Proteingehalt von 20 mg/ral und 

einer spezifiBcben A3rt:ivitat von 1000 0,1 ml 
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(6) Wasser 


0,5 ml 


(7) Glycerinoxidase gemass Boispiel "1 

mit einem Proteingahalt von 1,0 mg/ml 
und einer Bpezifischen Aktlvitat 
voxi 5,2 


0,1 ml 


(b) Terfahren 

Lie Heagentiea (1) bis (6) verdea ia ein Reagenzglaa 
gegebeu und 5 Minuten bei 57**C ausreichend geechuttelt. 
AziflchlieBsend wird die aazymlosung zugesetzt. 
Das erhaltene ReaJctionsgemisch wird mit Ajmaoniiam- 
pxiffoE auf 5 ml aufgefiillt. Die Eeaktion wird 10 
mnuten tmtor Schiittelii boi 57° durchgejRihrt. 

Zxam Yergleich wird das gleiche Verfahren unter Ver^ 
wendung von Wasser anstelle einer GlycerinloBung durcli- 
gefuhrt* 

Die optische Dichte der zu TOtersuchendoa Losung bei 
500 rm vdrd geaessen. Die Different der optisclieii 
Diclxta z\u? VergpLeicherprobe betragt 0,250* Aus der 
Kurve von Pig^ 11 laset aich ein Glyceringehalt der 
zu, bostimmenden Losung von 0,580 millimolar ermitteln. 
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